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そこで、本研究では、長期予後が判明している nO 乳癌症例の肢嵩リンパ節標本を用いて、 RT-PCR 法による微
小転移検出が予後予測において有用か否かについて検討した。
【方法および成績】




( Proteinase -K を用いて、ホルマリン固定標本から効率よく RNA を抽出する方法を確立した。また加水分解に
て付加メチロール基を除去することで、 cDNA 合成および PCR の効率も高めることができた。
以上より、遺伝子発現の検討にホルマリン固定標本は使用可能であることを証明した。
(2)微小転移検出条件の設定
RNA の質を検定するための housekeeping gene として PBGD (porpho-bilinogen deaminase) mRNA を、上皮
(癌)細胞特異的マーカーとして CEAmRNA を選択.した。検出感度は10 5個の正常リンパ球に対し 1 個の MCF-7
細胞であった。非担癌患者のリンパ節では27サンプル全て CEA mRNA 陰性、一方、組織学的に乳癌転移を有する
リンパ節では40サンプル全て陽性と、特異度は100%であった。
(3)対象症例と微小転移性率
1986--1990年に大阪大学第二外科で根治手術が施行され、病理組織検査で服高リンパ節転移なし (n 0) と診断さ
-456-
れた原発性乳癌131症例を対象とした。 131例中、 129例で解析可能な RNA を抽出でき、そのうち40例 (31.0%) で、
CEAmRNA 陽性つまり微小転移の存在が示唆された。
(4)微小転移の有無と予後
再発は、微小転移「有」の40例中13例 (32.5%) に、一方、微小転移「無」の89例中 8 例 (9.0%) に認められた
(χ2検定: p=O.008) 。
Kaplan -Meier 法によると、微小転移「有」の群は「無」の群に比べ、有意に予後不良であった [10年健存率:




(ER) の発現状況、組織学的悪性度 (histological grade)、組織型、リンパ管侵襲 (ly)、脈管侵襲 (v) が有意に有
用であった。
多変量解析によると、これら 6 因子の中で、微小転移の有無のみが独立した最も重要な予後因子であり、 Cox の
比例ハザード比は、再発については3.992 (P =O.0161)、乳癌死に対しては4.293 (P =O.0436) であった。
【総括】
ホルマリン固定標本から効率的な RNA 抽出法および RT-PCR 法を確立し、遺伝子発現の解析に応用できた。






商リンパ節微小転移の検出が試みられているが、まだその臨床的意義は確立していな L 、。本研究は、 RT-PCR 法に
よる微小転移検出の意義ついて、長期予後の判明している nO 乳癌症例の肢高リンパ節標本を用いて検討したもので
ある。
まず基礎実験として、長期保存されたホルマリン固定標本からの効率的な RNA 抽出法と RT-PCR 法を新たに確
立した。本法の確立は、これまで困難と考えられていたホルマリン固定標本における遺伝子発現の解析を可能にした、
非常に有用かっ画期的な成果であるo
次いで、 CEA を癌特異的マーカーとして、販商リンパ節の乳癌微小転移の検出を試みたところ、 129例の nO 乳癌
中40例 (31%) で陽性であった。また微小転移を有する症例は、転移の無い症例に比して有意に長期予後が不良であ
り、多変量解析にて微小転移は独立した予後予測因子であることが明らかになった。
本研究の結果は、 RT-PCR 法による乳癌肢嵩リンパ節の微小転移検出が、従来の病理組織学的手法による転移検
索に加えて、より詳細かつ重要な予後因子となることを証明し、今後の乳癌治療において極めて有用な情報をもたら
したといえる。以上より、本研究は学位に値する業績と認められる。
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